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研究成果の概要（和文）：  
 薬剤効果をプロモーターレベルのトランスクリプトームでとらえ、単剤の効果や併用をプロ
モーター活性プロファイルの相加、相乗、拮抗で説明できるかを検証した。MCF7 細胞を用い
GefitinibのEGFR阻害効果プロファイルを、影響する下流のシグナル伝達系阻害剤であるU0126、
ワルトマニンのプロファイルで記述することに成功した。一方、単剤プロファイルから併用効
果を予測することは現状では困難であることが分かった。本研究成果から、薬剤効果をプロモ
ーターレベルで解析する基盤を、ほぼ確立した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We tried to evaluate whether drug effects and/or combinatorial drug effects can be 
represented by promoter activity profiles. We found that effect (promoter profile) of 
Gefitinib, an inhibitor of mutated-EGFR in MCF7 cells, can be represented by those of 
U0126 and Wortmannin, the potent inhibitors of the downstream signal transductions. 
However, it was hard to precisely predict combinatorial drug effects (profiles) by using the 
single drug profiles. We concluded that we have established the promoter-based platform to 
analyze drug effects. 
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１．研究開始当初の背景 

２つ以上の薬剤を組み合わせた多剤併用

は、疾患治療で非常に有用である。しかしな

がら、用いられている併用薬物のほとんどは、

作用点は異なるが同じ薬効をもつ複数の薬
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物、あるいは論理的に薬物効果が高まること

が期待できる薬物の組み合わせにすぎない。

一方で、薬剤併用は、各薬剤の治療効果を減

弱させる場合、あるいは副作用をもたらす場

合も多々知られている。これらの多くは臨床

の場で、予期しない作用として発見されたも

のである。よって、薬剤併用において、主作

用に対する影響や副作用発現の有無につい

ての予測は非常に重要である。薬剤作用は必

ず多くの遺伝子発現（トランスクリプトー

ム）に影響を与える。このことから、マイク

ロアレイを用いて薬剤効果を遺伝子レベル

で系統的に調べる試みが盛んに行なわれて

いる。 

 研究代表者の所属する理研オミックス基

盤領域は、世界のトランスクリプトーム研究

を常にリードしてきた。この原動力の一つに

は、ゲノムワイドにプロモーター活性を検出

できる唯一の技術である、我々が独自に開発

したCAGE (Cap Analysis of Gene Expression)

法がある。CAGE 法は、キャップ構造を持つ転

写物(RNA)の5’末端20-27塩基を用いてライ

ブラリーを作成し、大規模にシーケンス解析

する手法である。CAGE 配列(タグ)のゲノム上

へのマップにより、１ベースの精度でゲノム

上の転写開始点を網羅的に同定できる。さら

に、マップされたタグの頻度はその位置から

スタートする転写物の発現量を表しており、

転写物を制御する近位プロモーターの活性

も表している。 

これまで我々は CAGE 法を用いてヒトやマ

ウスの正常組織、培養細胞のプロモーター解

析を行なってきたが、薬剤作用に関する詳細

なプロモーター解析は未着手であった。その

理由は、哺乳動物のプロモーター情報を、よ

り多く収集し、その全体像を理解することが

最重要であったからでは無く、技術面での制

約から研究への着手を待つ必要があった。す

なわち、１）最低百万単位の CAGE タグを集

めなければ、特定細胞におけるプロモーター

活性を詳細記述するのに十分でないこと、

２）CAGE ライブラリーの調製過程において、

PCR を用いたタグの増幅ステップでバイアス

が生じる問題があり、わずかなプロモーター

活性の変化をも厳密に捉えることが困難で

あったことによる。しかしながら、１）につ

いては上述した deepCAGE 法によって数百万

の CAGE タグを短時間かつリーズナブルなコ

ストで得られるようになった。また、２）に

ついても PCRを用いない Non-amplified CAGE

ライブラリー調製法の開発に成功し、低レベ

ルの発現から５桁以上の直線性を持つ、定量

性が極めて高いデータが得られるようにな

ったため、上記の制約はなくなった。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、薬物併用効果をプロモー

ター活性の解析基盤で捕らえることの可否

を見極めることにある。すなわち、薬剤併用

による効果亢進をモデルとして、CAGE 法を用

いて薬剤効果をプロモーターレベルで捉え

る。効果亢進がプロモーター活性の相加、相

乗、拮抗にどのように現れるのか、また、各

薬剤のプロモータープロファイルから併用

効果を予測できるのかを調べ、我々のアプロ

ーチ法が薬剤併用効果に対して指標を付与

することができるかどうかを検討する。 

本研究の学術的な特色は、ゲノム科学で世

界トップレベルの革新的トランスクリプト

ーム解析技術を、医療・薬理学分野へ応用を

図ることにある。薬剤効果を正確にとらえる

ためには、遺伝子レベルでは無く、プロモー

ターレベルの解析が必須である。その理由は

２点に集約される。 

１）我々が行なった大規模プロモーター解析

から、発現遺伝子の 60%は複数のプロモータ

ー(Alternative promoters)を有することが



 

 

わかった。さらに、転写因子ノックダウン実

験により、Alternative promoters では、各

プロモーターが異なる制御を受けており、そ

の総和が遺伝子発現として観察されること

がわかった。よって、薬物作用を詳細解析す

るためには、個々のプロモーターレベルでの

解析が必須である。 

２）ゲノムから発現する転写物の半分以上は、

蛋白質をコードしない Non-coding RNA であ

り、転写制御に重要な役割を果たしている知

見が蓄積されている。マイクロアレイでは

Non-coding RNA の発現解析が不可能であり、

ゲノムワイドな解析が可能な CAGE 法が必須

となる。 

本研究が成功した場合、薬剤併用研究に対

して明確な指標を付与する革新的な手法が

提供でき、当研究分野の飛躍的な発展に繋が

ることが期待される。 

 

３． 研究の方法 

抗がん剤の薬剤併用による効果亢進をモ

デルとして解析する。標的分子は異なるが、

異なったシグナル伝達経路あるいは同一の

シグナル伝達経路に作用して相乗効果を表

す薬剤併用について、プロモータープロファ

イルを取得する。得られたプロファイルを単

剤でのプロファイルと比較解析することに

より、薬物併用効果をプロモーター活性の相

加、相乗、拮抗で説明することが可能かどう

かを評価する。 

ヒト乳がん細胞株 MCF7 細胞をモデルとし

て用い、変異 EGFR に結合して MEK-ERK 情報

伝達系を阻害する抗がん剤ゲフィチニブ(商

品名「イレッサ」)、MEK 阻害剤である U0126、

PI3K 阻害剤として PI3K-AKT情報伝達系を阻

害するワルトマニンを用いる。薬剤濃度は文

献情報を参考とするが、その前後で濃度をふ

って、効果が再現良く得られる IC50 前後の

濃度を選択する。これら薬剤は最終的には

MCF7 細胞にアポトーシスを起こすため、それ

に先立つ時間で細胞を回収し、トータルＲＮ

Ａを調製する。同じ実験を繰り返して、各３

サンプル作成する。 

トータルＲＮＡから deepCAGE ライブラリ

ーを作成し、CAGE タグを大規模シーケンス解

析する。正確な定量データを得るために、ラ

イブラリー調製においてはバイアスがかか

らない Non-amplified deepCAGE 法を用い、

次世代シーケンサーによりシークエンスす

る。各ライブラリーについて最低数百万の

CAGE タグを得る。 

コンピュータを用いて CAGEタグをゲノム上

にマップ/クラスタリングし、ゲノムワイド

な転写開始点情報とその頻度情報を得る。こ

のデータについて、バイオインフォマティク

スを用いて、単剤および薬剤併用におけるプ

ロファイルを比較解析する。 

 

４．研究成果 

各薬剤について中程度の作用を示す薬剤

濃度を実験で決定し、各薬剤および薬剤併用

した細胞から調製した RNA を用いて、解析バ

イアスのない Non-amplified CAGE 法により

大規模プロモートームデータを取得した。得

られた CAGE タグをゲノム DNA 上にマップし

たのち、近傍のタグをクラスタリングして更

なる解析に供した結果、以下の知見を得るこ

とができた。 

・MCF7 モデル系では計 11,403 の有意に発現

しているプロモータークラスターが同定さ

れ、そのうち 9,185 クラスターが特定の遺伝

子とリンクしていた。クラスターレベルでの

発現頻度比較によって、３回の繰り返し実験

(replicates)間で極めて高い相関(>0.99)が

観察され、高品質のデータが取れたことが証

明された。 



 

 

・各単剤でのプロモーター発現プロファイル

と薬剤併用したプロファイルとを比較検討

した。薬剤無処置プロファイルとの発現変動

差を用いて関係を調べたところ、薬物併用の

効果が相加的に表れることを発見した。薬剤

無処置プロファイルとの発現変動比を用い

た場合、薬剤併用効果を単剤の相加・相乗で

表すことはできなかった。 

・ゲフィチニブは主作用である MEK-ERK 情報

伝達系の阻害のほかに、PI3K-AKT 情報伝達系

に対する弱い阻害作用を持つことが知られ

ている。このゲフィチニブのプロモータープ

ロファイルを、パラメーターを用いて U0126

とワルトマニンのプロファイルで表すこと

ができた。また、ゲフィチニブ＋U0126、ゲ

フィチニブ＋ワルトマニンの合剤（これらは

ゲフィチニブと比べて MEK-ERK情報伝達系と

PI3K-AKT 情報伝達系の阻害がそれぞれ亢進

したバーチャル薬と見立てることができる）

についても U0126とワルトマニンのプロファ

イルで表現することができた。 

・CAGE 解析を行った同じサンプルを用いて、

マイクロアレイのデータも取得し、薬剤併用

効果が遺伝子レベルで説明できるかを調べ

たが、相加性が十分に取れないことが分かっ

た。ハイブリダイゼーションを基盤とするア

レイ解析では、発現の低い遺伝子ではプロー

ブに非特異的に結合するノイズのマイナス

効果、発現の高い遺伝子では飽和効果、さら

に遺伝子レベルでの集約したデータによる

マイナス効果から、併用効果が定量的に説明

できないものと考えられた。 

・単剤効果のプロファイルから、合剤の効果

の予測を試みた。合剤のプロファイルは上記

にも記載したように、単剤のプロファイルに

パラメーターを用いることにより記述でき

る。しかしながら、パラメーター値の事前予

測は現時点でできておらず、このことから合

剤効果の予測は現時点では難しいと結論し

た。ただし、パラメーターの範囲は予測でき

るので、範囲を持った形での合剤効果の予測

は可能と思われる。 

ゲフィチニブの効果が U0126とワルトマニ

ンのプロファイルによって定量的に表せた

ことは、複雑な薬剤効果を分解して表すこと

が可能であることを示しており、薬剤作用の

定義を試みるうえで重要な知見である。我々

は本研究成果から、プロモーターレベルの解

析により薬剤効果を測定し、その効果をプロ

ファイルする解析基盤が、ほぼ確立できたと

判断した。 
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